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Ahstract
　　It　is　presumed　that　the　speci丘。　substances　would　be　demon串trated　in　the　serum　of　the　patients
with　pulmonary　aspergillosis．　The　carbohydrates　extracted　from　the　Takahashi　Antigen，　the　serum　of
pulmonary　as．pergillos三s　patients　with　fungas　ball　and　normal　humah　sera　were　analysed　by　means　of
JascQ－Finnigan　GGΩMS．
　　The　fo11Qwing　results．　were　obtained．
　　1）A皿ong　many　peaks　found　on　the　gaschromatogram　at　th．e　column　temparature　ranging　from
120℃to　1350C，　the　three　s．peci丘。　peaks　A，　B　and　C　were　recognized　in　the　serum　of　aspergillosis　patients
as　well　as　in　the　Takahashi　Antigen．
　　2）These　speci丘。　peaks　were　further　studied　by　m．eans　of　mass　spectrometry．　The　patterns　of　t．he
three　peaks　were　shown　to　be　identical　in　the　both　groups　on　the　mass　spectrometry．　The　spec．i丘c
quantity　number　of　peak　A，　B　and　C　were　281，218　and　369　respectively．
　　3）It　is　suspected　that　these　three　kinds　of　carbQhydrate　weτe　qualitatively　same．　Therefore，　it　is
evident　that　the　specific　substances　are．produced　in　the　patient　serum　following　aspergillosis　infection．
　　4）It　is　possible　that　the　three　kinds　of　carbohydrate　are　selectively　e．xtracted　by　lneans　of　mass
fragmentography．　The　possibility　of　this　me．thod　for　clinical　application　was　also　discussed．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／Received　July　19，1977　and　accepted　August　22，1977）
1．緒 言
　肺アスペルギルス症似下肺ア症と略す）の診断は3臨
床的，真菌学的及び血1清学的成績を総合的に検討して初め
て信頼に値するものとなる1園8）．特に確診の困難な症例に
おいては，特異性の高い血清学的診断法の研究が期待され
てぎた．道立苫小牧病院では，この観点にたち，1969年．
以降，肺ア症の血清診断に関する一連の研究を行なって
きた．
　現在まで，1）高橋抗原を用いる血清補体結合反応く以下
CFと略す．）が，本症の診断に特異性を有し，かつ治療効
果の判定にも有意義であること1～4）．2）高橋抗原と肺ア症
および対象例血清などより抽出した糖質についてガスク．ロ
マトグラフィーを行ない，相互間に共通して存在するで．あ
ろう特定糖質の証明を試みた．その結果，抗原と肺ア症血
清だけに特異的と考えられるピークを有するガスクロマト
グラムが得られたこと9：）．3）さらにこれら特異的なピーク
を構成する糖質．を解明する目的で，化学イオン化方式（以
下C工と略す．）によるガスクロマトグラフィー四重極型質
量分析計10）（以下GC一ΩMSと略す．〉を用いて測定を行
なった．その結果，抗原と肺ア症血清だけに共通して認め
られる一部のピークについてのマススペクトルから，両者
に特定の質量数．を有する糖質が存在すること，およびこの
特定の質量数に設定して得られたマスフラグメントグラム
により，選択的にこの糖質を証明しえたことなどについて
報告してきた1N3＞．
＊　現在　東京女子医科大学第1外科主任教授
　　　　　東京女子医科大学附属日本心臓血圧研究所外科部長
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　今回は，上記3）の課題について電子衝撃方式（以下EI
と略す．）によるGC一ΩMSを用いマススペクトロメトリ
ー（以下MSと略す．）およびマスフラグメントグラフィー
（以下MFと略す．〉を行ない，対象別に詳細な検索を試み
た．肺ア症により，特異的糖質が患者血清中に産生される
ことは，ガスクロマトグラフィーによる特有なピークが示
されることから明らかである．従って，本研究の目的は，
これらのピークを構成する糖質を解明することにあり，
また，特定糖質が解明されたならば，この糖質だけを選択
的に証明することの可能性をも追求したのでそれらの成績
についても報告する．
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II．研究対象
　　　　　　　　IV．研究成績
A．GC－QMSによる検索
　i）抗原，肺ア症および健康者血清のガスクロマトグラ
　　　ム（Fig，1）
　抗原，患者および健康者血清のGC一ΩMSによるガスク
ロマトグラムを比較して示した。抗原と患者例で，昇温
120℃から135℃までに両者に共通するピークA，B，　Cお
Table　2　（2ρぼ7厩伽gご。η♂∫加η5
　高橋抗原1）菌球型肺ア症4例および健康老を含む非肺ア
症10例の血清より抽出した糖質を研究対象とした．なお
健康者を含む非望ア例は，すべてCF抗体価は陰性を示
した．
11L研究方法
　研究対象例よりの糖質の抽出法14）は，Table　1によった．
　GC一ΩMSおよびMFの分析条件は，　Table　2に示した．
なお，装置はガスクロマトグラムとマススペクトルグラム
を同時に測定記録でさる日本分光Jasco－Finnigan　GG
ΩMSlo）を用いた．
Tab正e　l　Eエ〃α厩。η刀zθ読04／b7周プセ〃zg召♂αη♂
　　　　　56フwπ6α7一ろ碗y47閥α彦ag
1．Seal　2　mZ　of　fungal　mass（seruln）in　a　tube
　　together　with　8　mZ　of　5％　methanol　HC1．
　　Warm　f。r　20　hours　in　a　water　bath　at　90℃．
　　　　　　　　　　　　↓
2．Extract　3　times　with　petroleum　ether　to
　　remove　fatty　acids．
　　　　　　　　　　　　↓
3．Neutralize　methano1－layer　with　Amberlite
　　IR　45（OH　type）．
　　　　　　　　　　　　↓
4．　Evaporate　upper　layer　at　40。C　in　negative
　pressure．　D■y　iu　a　desiccater　containing
　phosphorus　pentoxide．
　　　　　　　　　　　　↓
5．Make　TMS　deriva亡ive．
　　　　　　　　　　　　↓
6．Wash　three　times　with　3　mZ　of　chloroform
　and　3　mZ　of　distiユ1ed　water．　Centrifuge　a皿d
　remove　upPer　layer．
　Separate　chloroform，
　　　　　　　　　　　　↓
7．Dry　co皿pletely．　Dissolve　residues　i110．1皿♂
　　of　chloroform　for　gaschromatography．
　　　GC－ElIMS　CONDITIONS
　　　　CHROMATOGRAM
Column＝SE－525％gls　2．5　m
Temp：120℃一230℃4℃／min
Injection　Temp：230。C
Carrier　Gas：He　1．4　kg／cm2
Sensitivity＝100，　Range：1V
Detection：TIM（m／e　100－m／e　600）
Chart　Speed：10　mm／min
Modell　Jasco　Finnigan　3300　F
　　　　　MASS　SPECTRUM
Pre－Amp，　Gain＝10－6　AIV
Multiplier　H．　V．：2kV
Emission　Current　l　330μA
Electron　Energy二70　eV
Mass　Range：m／e　50－m／e　600
High　Vacuum；1×！0－5　Torr
Sweep　Speed：　1sec
　MASS　FRAGMENTOGRAPHY
Pre－Amp，　Gain；10　7　AIV
Multiplies　H．　V．：1．7　kV
Filter：0．5　Hz
Sample　Time：10　msee
RecQrder　Range＝0．5　V
よびDが認められた．しかし，健康者例では，前者と共通
するピークはDだけであり，A，B，Cのピークを欠く．
　ii）ピークAのマススペクトル（Fig．2）
　抗原と肺ア症血清に共通して存在するピークAのマス
スペクトルで，両者とも良く一致する開裂スペクトルを示
しており，その主な質量数は，208，224，263，281および
297などである．
　iii）　ピークBのマススペクトル（Fig．3）
　抗原と肺ア症血清に共通して存在するピークBのマス
スペクトルで，両老とも良く一致する開裂スペクトルを示
しており，その主な質量数は，203，218，234，263および
282などである．
　iv）ピークCのマススペクトル（Fig．4）
47（1） 斎藤 肺アスペルギルス症患者の血清糖質の分析学的考察
　　　　　　GC／El
　　　　　TOTAL　ION　MONITOR；IOO～600amu
　　　　　　　　　COLUMN　TEMP
　　　　　　　　　　l20●C＿230’C　　（4。Cノ頃in）
Healthy
　C＿Ftiter←→
　　　　　　　　D
Patient
翌奄狽 八spergill。ma
　Bb
C－FtiterX16
D
＝o
’葬
oo
9「仁
一
⊆
．9
も
．鑑
≦
AntIgen
D
C
　　　I
B　　A
ニ2
で9
三
14121086420864208642
　　Fig．1　Gas　chromatogram　of　the　glycosides　extracted　from　the
　　　　　　　　　　Takahashi　antigen，　the　serum　of　aspergillosis　patients
　　　　　　　　　　and　normal　human　serum．
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　抗原と肺ア症血清に共通して存在するピークCのマス
スペクトルで，両者とも良く一致した二丁スペクトルを示
しており，その主な質量数は，282および369などである．
　v）　ピークDのマススペクトル（Fig．5）
　抗原，肺ア症および健康者血清の三者に共通して存在す
るピークDのマススペクトルで，三者とも良く一致した開
裂スペクトルを示しており，その主な質量数は，179，195，
206，224，239および263などである．
vi）小　　括
　抗原，肺ア症および健康者例におけるガスクロマトグラ
ムでのピークA，B，　CおよびDは，　GC一ΩMSにより，そ
れぞれのピーク別に良く一致したマススペクトルで，それ
ぞれが同一物質であることが推定される．
B．MFによる検索
　i）抗原，肺ア症および健康者血清のマスフラグメント
　　　グラム（Fig．6．　Fig．7，　Fig．8）
　ピークA，B，　CおよびDを多重量イオン検出法によっ
て，それぞれの糖質に特有な質量数179，369，218および
281の4チャンネルに設定し，同時に記録したマスフラグ
　　詮　・一一一～・．一．轡．磁鰍一．．一
　　i．．．＿心．1。＿＿＿．．
Fig．5
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メントグラムである．抗原と肺ア症血清におけるマスフラ
グメントグラムは同一の所見を示している．この3図の
判読は，その複雑性のために理解し難いので，以下解明を
目的とする特定質量数別に簡素化して示した．
　ii）質量数281に設定したマスフラグメントグラム
　　　（Fig．9）
　昇温後約1分で出現するピークA，質量数281のマスフ
ラグメントグラムで，先のクロマトグラムでみられたと同
じように，抗原と肺ア症血清に一致したピークが認めら
れる．
iii）質量数218に設定したマスフラグメントグラム
　　　（Fig．10）
　昇温後約2分で出現するピークB，質量数218のマスフ
ラグメントグラムである．クロマトグラム所見と同じく，
抗原と肺ア症血清に一致したピークが認められる．
　iv）質量数369に設定したマスフラグメントグラム
　　　（Fig．11）
　昇温後約3分で出現するピークC，質量数369のマスフ
ラグメントグラムである．クロマトグラム所見と同じく，
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抗原と肺ア症血清に一致したピークが認められる．
　v）小　　　括
　検出を目的とする物質を，その物質の特有な質量数に設
定して選択的に検出し得ることが，MFにより可能である
ことを示した．
V．綜括並びに考察
　真菌症の免疫学的診断は，ヒストプラスマ症，コクジオ
イデス症，北アメリカおよび南アメリカブラストミセス症
などの免疫学的反店が強く起こる疾患においては，臨床的
に広く応用・されている．しかしアスペルギルス症において
は，種々の方法による診断用抗原の研究，その抗原におけ
る皮内反応，沈降反応の有用性の報告15，1のもあるが，実用
的には難かしいとされてきた．
　道立苫小牧病院では，肺ア症の血清学的診断法として
本症に特異的に反応する高橋抗原を用いるC・F1・4）を採用
し，その有意な成績について報告してきた2β）．
　抗体の推移は，一般にヒストプラスマ症，コクジオデス
症，ブラストミセス症などの真菌症では，皮内反応は高率
に陽性になり，しかも治癒後長期間持続するものがあるが，
沈降反応などの血中抗体は低値であり，しかも持続が短い
El
Mass　Fragmentogram
SENS　10F7
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C
Patient
with　Aspergilloma
C－Ftiter　X16
Healthy
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Fig．11　Mass　fragmentogram　of　MIE　369・
とされている．Bay－b　5097による内科的治験例3）および外
科切除治癒例2，17・18）から，臨床的および真菌学的に満足す
べぎ治療効果のえられた症例にCFの抗体値の低下と陰性
化が証明されており，本現象は，菌球の存在に起因してい
ることが推測される．
　植田らは肺ア症患者血清中に特異的物質が証明されるの
ではないかとの前提にたち，この特異的物質とアスペルギ
ルスより抽出した高橋抗原の糖質について，ガスクロマト
グラフィーを行ない，比較検討を加えて報告した9）．
　Table　3は，道立苫小牧病院における昭和52年6月末
までのその成績結果を示している．すなわち100℃から
130。Cにわたり，抗原と肺ア症血清だけに共通して存：在か
るピークを有するガスクロマトグラムを得た．この成績か
ら上記の推i定がほぼ証せられたと考えられるが，更にそれ
ら特異的ピークを構成する物質の解明と，その物質だけを
選択的に証明することが可能であるか否かについての検索
を進めた．
　このためには，先ずクロマトグラムに示された目的と
するピークについて，マススペクトルを得る必要があり，
Jasco－Finnigan　GC一ΩMS（C工）により研究を行なっ
た11酎13）．この検索から抗原と肺ア症血清に共通する特有
な2つのピークが得られた．これらピークのうち1つの
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Table　3　Rθ5郡1彦5げ∫8「o♂09記αZ　4ガα9π05歪5」ク認知τoηα1二yα宴》87君臨。∫f5
Disease
仲
呂
超
ヨ
記
Fungus　Ball　type
Fungus　Ball　vanished
Bronchial　type
Bronchial　stump　type
Healed
Pulmonary　Cancer十Aspergillus
Pulmonary　Ca．十Candida
Puユ皿onary　Gangraen十Candida
Diabetes　mellitus
Hypertention
Pulmonary　tuberculosis
Healthy
Case
6
5
7
8
4
3
3
2
1
1
6
11
Serum　C，　F．　test
　（Takahashi）
（一→
因
㈲
（→
e
e
e
e
e
（→
e
e
Specific　Gas　chromatogram
　　of　Serum　Glycosid
臼D
（→
㈲
㈲
6
ω
e
H
←）
←）
日
←）
ピークについてマススペクトルを測定し，その特有な質
量数が220にあること，またこの質量数220に設定した
MFで現われるピークが，クロマトグラムでの同じ保持時
間に出現するピークとも良く一致することを知った．この
成績から抗原と肺ア症血清だけに共通する質量数を有する
糖質が存在し，またこの糖質をその質量数により選択的に
証明することが可能であることが示唆された．
　以上の成績を更により詳細に検討すべ，GC一ΩMS（EI）
くによる研究を進めた．
　先ず，検体よりの糖質の抽出法を一部改良し9），かつ抽
出した糖質の変質を防ぐ目的で，これを必要量的に応じて
ガラス毛細管に密封入して保存して使用することにした．
GC一ΩMS（EI）によるクロマトグラムでも，これまでの成
績と同じく，昇温一定時間内に，抗原と肺ア症血清だけに
特異的なピークA，BおよびCが得られた．次いでこれら
3つのピークを含めて，一定時間内に現われた全ピークに
ついてマススペクトルを測定した．膨大な量におよぶこれ
らのマススペクトルの比較解析から，ピークA，Bおよび
Cを構成する糖質は281，218および369に特有の質量数
を有することが明らかとなった．しかもこの3種類の糖質
は，高橋抗原に含まれる糖質と患老血清中に産生される糖
質に含まれるそれと1司一のものであることが，それぞれの
マススペクトルの比較検索から明らかとなった．また質量
数281，218および369に設定したMFで現われるピーク
が，クロマトグラムでの同じ時間に出現するピークとそれ
ぞれ一致している．これは高橋抗原，菌歯型症例患者血清
4例と健康人血清10例においてMFを行なった．いうま
でもなく，健康人血清においては，抗原と肺ア症血清に認
められる特有のピークは認められなかった．従って以上の
成績から本法を肺ア症の診断に応用する場合には，血清糖
質のガスクロマトグラフィーを行なうよりも特定質量数に
応じたMFを行なう方が，より単純で迅速かつ正確な手段
であることを知る．
　なお，野球型以外の肺ア症および多くの対象例について
も同様な検索を行ない比較検討したい．
　　　　　　　　　V1．結　　　語
　1969年以降，肺ア症の血清診断法に関する一連の研究を
行ない，特にGC一ΩMSを用いての血清糖質の分析と，そ
の診断上の意義について考察した．すなわち高橋抗原と菌
球型肺ア下血清中に共通する三種類の糖質が存在し，かつ
対応する各々の糖質が同質のものであることをマススペク
トルにより明らかにした．またMFによりこれら三種類
の糖質を質量数別に選択的に証明することが可能であり，
これを診断面に応用し得ることなどについても報告した．
　稿を終るにあたり，御指導，御校閲を賜わった恩師札幌
医科大学第二外科学講座和田寿郎教授並びに本論文の御校
閲を賜った第二生化学講座坂上利夫教授に深甚なる謝意を
表わすとともに，長年に亘って御指導：，御協力下さいまし
た本学非常勤講師兼道立苫小牧病院植田真三博士に深謝
致します．
　なお，本研究費の一部は，北海道病院事業研究費によっ
た．また本論文の要旨は，第16回胸部疾患学会総会，第
20回医真菌学会総会において発表した．
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